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Sinteza bifunkcionalnih ročic za vezavo tiolov 
Povzetek: V svojem diplomskem delu opisujem sintezo treh heterobifunkcionalnih ročic za 
čiščenje proteinov z afinitetno kromatografijo, ki imajo na koncih N-hidroksisukcinimidno in 
bromoacetilno skupino. Izhajal sem iz bromoacetil bromida, ki sem ga modificiral s 3-
aminopropanojsko oz. 6-aminoheksanojsko kislino. Iz bromoacetil bromida in njegovih 
derivatov sem z NHS tvoril funkcionalizirane bifunkcionalne ročice. Sintezi ročic z najkrajšo 
in najdaljšo verigo sta bili uspešni, ročice s srednje dolgo verigo pa mi ni uspelo pripraviti.  
 
Ključne besede: ročica, monolit, bifunkcionalno, afinitetna kromatografija. 
 
 
Synthesis of bifunctional crosslinkers for binding of thiols 
 
Abstract: In this diploma work, the syntheses of three heterobifunctional crosslinkers for 
isolation of proteins with affinity chromatography that have N-hydroxysuccinimide ester and 
bromoacetyl groups on their ends are described. Bromoacetyl bromide was transformed to 
desired bromoacetyl-functionalized carboxylic acid using 3-aminopropanoic acid and 6-
aminopropanoic acid. NHS-functionalized bifunctional crosslinkers were prepared from 
bromoacetyl bromide and its derivatives by activation of carboxylic acid and esterification with 
N-hydroxysuccinimide. The syntheses of crosslinkers with the shortest and longest chains were 
succesfull whereas the synthesis of the crosslinker with medium lenght chain was unsuccessful. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
BA-C3-NHS   2,5-dioksopirolidin-1-il 3-(2-bromoacetamido)propanoat 
BA-C6-NHS   2,5-dioksopirolidin-1-il 6-(2-bromoacetamido)heksanoat 
BA-NHS   2,5-dioksopirolidin-1-il 2-bromoacetat 
DCC    N,N'-Dicikloheksilkarbodiimid 
dd   dublet dubleta 
EDMA   etilen dimetakrilat 
GMA    glicidil metakrilat  
HEPES   2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfonska kislina 
m    multiplet 
NAD    nikotinamid adenin dinukleotid 
NHS    N-hidroksisukcinimid 
NMR    nuklearna magnetna resonanca 
quint   kvintet 
s    singlet 
THF    tetrahidrofuran 












1.1. Bifunkcionalne ročice 
 
Bifunkcionalne ročice so spojine, katerih molekule imajo funkcionalne skupine, prek katerih 
lahko tvorijo kovalentne vezi s tarčnimi molekulami. Zaradi svojih lastnosti se pogosto 
uporabljajo za študij vezave proteinov in peptidov ter interakcij med proteini, poleg tega pa tudi 
za modifikacije nukleinskih kislin, zdravil, trdnih površin, površja celic in za pripravo 
kompleksov protitelo-encim, imunotoksinov ter ostalih označenih proteinskih reagentov.1  
Ker se kemijske ročice med seboj razlikujejo v mnogih lastnostih, mora biti izbira ročice, ki jo 
želimo uporabiti pri svoji metodi, empirično ugotovljena. To pomeni, da uporabnost specifičnih 
ročic ni točno znana, ampak se mora preveriti na metodi, ki jo izvajamo. Bifunkcionalne ročice 
se razlikujejo po reaktivnih funkcionalnih skupinah, dolžini ročice, topnosti (v vodi, organskih 
topilih), po reaktivnosti (reagirajo spontano ali ob prisotnosti svetlobe – fotoreaktivnost) in 










1.2. Afinitetna monolitska kromatografija 
 
Afinitetna monolitska kromatografija (AMC) je metoda tekočinske kromatografije, pri kateri je 
stacionarna faza t.i. afinitetni ligand, ki je vezan na monolitski nosilec. Metoda izkorišča 
reverzibilne, a močne interakcije med ligandom in tarčnimi spojinami, kot so npr. vezava 
encima na njegov substrat, vezava protitelesa na antigen in vezava tarčnega proteina na z 
ročicami modificirane monolitske nosilce.1 Poleg identifikacije tarčne spojine lahko afinitetna 
kromatografija poda informacije o številu vezavnih mest, kinetiki reakcij in termodinamiki 




1.3. Polimerni nosilci 
 
Polimerni nosilci oz. monoliti so porozni materiali, ki jih sestavlja en kos polimera. Uporabljajo 
se kot opora vezanemu ligandu. Eden izmed prvih uporabljenih monolitov je bil poli(etilen 
glikol metakrilat).3 Uporabljen je bil za velikostno izključitveno kromatografijo, kjer so avtorji 
preverjali uspešnost metode ločevanja polivinil alkoholov z različnimi molskimi masami.4  
Ostali pionirski primeri monolitov, kot na primer tisti, ki so temeljili na poliuretanski peni, so 
imeli nizko permeabilnost, zaradi česar je bila njihova uporaba v tekočinski kromatografiji 
(HPLC) nezaželena. S pozneje razvitimi monoliti, ki so temeljili na stisnjenem 
poliakrilamidnem gelu, je bila nizka permeabilnost odpravljena, vendar so ti za svoje delovanje 
potrebovali specifična topila. Novejši monoliti so bili razviti v začetku 90. let.3 Pripravljeni so 
bili s polimerizacijo monomernih enot v prisotnosti porogenskih topil. Tako pripravljeni 
monoliti so vsebovali dovolj velike pore za tok topila, kakor tudi manjše pore, ki so omogočile 
gibanje analita in interakcijo le-tega s stacionarno fazo. Nov način priprave monolitov je 
prispeval k razvoju številnih novejših monolitov, ki zagotavljajo zadovoljivo efektivnost, 
možnost nanosa večjih volumnov vzorca in večje mehanske stabilnosti pri HPLC 
kromatografiji. Uporaba »modernih« monolitov kot nosilcev v afinitetni kromatografiji ima kar 
nekaj prednosti pred nosilci, katerih sestava so posamezni delci, npr. boljšo permeabilnost, 
metodi povečajo efektivnost, nekateri pa zagotavljajo tudi manjšo silo, ki zavira prehajanje 
mobilne faze skozi kolono (angl. back pressure). Novejše monolite lahko ločimo na osnovi 





1.3.1 Organski monoliti 
 
Pogost tip organskih monolitov je kopolimer glicidil metakrilata (GMA) in etilen dimetakrilata 
(EDMA). Te monolite je enostavno sintetizirati in se jih lahko pretvori v hidrofilno obliko, ki 
lahko veže številne spojine.3 Poleg tega jih je mogoče kemijsko modificirati in jih oblikovati v 
različne oblike z različno veliko površino in velikostjo por, kar je še posebej pomembno pri 
uporabi proteinov, saj so le-ti običajno velike molekule. Slabost takih monolitov je ta, da imajo 
navadno manjšo površino kot ostale vrste monolitov, kar zmanjša število vezavnih mest v 
koloni, uporabljeni za afinitetno kromatografijo.3 
 
1.3.2 Silikatni monoliti 
 
V primerjavi z materialom, sestavljenim iz silikatnih delcev in uporabljenim v afinitetni 
kromatografiji, imajo silikatni monoliti številne prednosti. Zagotovijo lahko boljši masni pretok 
mobilne faze, povečajo efektivnost afinitetne kromatografije in zagotavljajo manjši upor 
kolone. Pomembno pa je tudi dejstvo, da se jih lahko modificira po že znanih metodah, s 
katerimi se modificirajo t.i. materiali, sestavljeni iz posameznih silikatnih delcev. V primerjavi 
z EDMA/GMA organskimi monoliti imajo silikatni večjo površino za vezavo ročic, s tem pa 
boljšo vezavo proteinov iz mobilne faze. Slabost oziroma omejitev uporabe silikatnih 
monolitov je njihova neobstojnost v močno kislih in bazičnih medijih – obstojni so le v pH 
intervalu 2–8.5 Uporaba takih materialov kot nosilcev v kolonah afinitetne kromatografije je 






1.3.3 Agarozni monoliti 
 
Agaroza je polisaharid, sestavljen iz D-galaktoze in 3,6-anhidrido-L-galaktoze. Agarozne 
monolite je mogoče pripraviti na enostaven način in v različnih oblikah ter velikostih, kar je 
največja prednost tega materiala. Poleg tega je kemično stabilen v širokem pH območju, 
njegova največja pomanjkljivost pa je nizka mehanska stabilnost agaroze. Zaradi svoje 
hidrofilnosti in specifičnosti za vezavo proteinov in ostalih bioloških ligandov so agarozni 
monoliti uporabljani predvsem v postopkih čiščenja bioloških molekul. Primer je modificiran 
agarozni monolit, ki vsebuje NAD+ derivate ali barvila (npr. Cibacron Blue) za čiščenje 
encimov in proteinov. Različne modifikacije se uporabljajo tudi za čiščenje imunoglobulina G 
in glikoproteinov ter izolacijo protiteles.3 
 
1.3.4 Kriogelni monoliti 
 
Kriogelni monoliti so spužvasti geli, ki so pripravljeni preko reakcij monomernih ali polimernih 
prekurzorjev, ki so skoraj zamrznjeni v vodni raztopini. Prisotni ledeni kristali omogočijo 
formacijo por in s tem poroznega kriogelnega materiala. Kriogelni monoliti so mehansko in 
kemično stabilni in vsebujejo velike pore, primerne za delo z večjimi molekulami. Zaradi 
velikosti por imajo manjšo aktivno površino za vezavo kemijskih ročic. Aplikacija kriogelnega 
monolita, ki je vsebovala protein A, je bila uporabljena za izolacijo imunoglobulina G iz 
človeške plazme.6 Pore velikosti 10–200 µm so omogočile procesiranje človeških celic brez 





1.4. Reakcija NHS estra s stransko aminsko skupino monolita 
 
NHS estri tvorijo stabilne produkte pri reakciji s primarnimi amini pri fiziološkem pH. Reakcije 
ročic z NHS estri se pogosto izvedejo v fosfatnem, karbonatnem, HEPES ali boratnem pufru s 
koncentracijami 50–200 mM.1 Ti zagotavljajo primeren pH reakcije, saj pri višjih pH vrednostih 
poleg tvorbe amida poteka konkurenčna reakcija hidrolize NHS estra. Ta pri višjih pH 
vrednostih poteka bistveno hitreje – razpolovni čas homobifunkcionalnega NHS estra pri 




Shema 1: Hidroliza NHS estra. 
 
 






1.5. Vezava tiolov na ročico 
 
Haloacetilna skupina reagira s tiolno skupino z nukleofilno substitucijo halogena, pri čemer 
nastane stabilen tioeter. Najpogosteje se za tovrstno reakcijo uporablja jodoacetilna skupina. 
Reakcija s tiolno skupino poteka selektivno pri pH 8,3 in majhnem presežku haloacetilne 




Shema 3: Reakcija bromoacetilne skupine s tiolno skupino proteina. 
 
 







2 Namen dela 
 
Za svojo diplomsko nalogo sem si zadal sintezo NHS-modificiranih bromoacetilnih kemijskih 
ročic, ki bi bile primerne za uporabo v afinitetni kromatografiji proteinov s tiolno skupino. Ker 
je ustreznost ročic za določeno uporabo ugotovljena empirično, sem iz bromoacetil bromida oz. 
bromoetanojske kisline skušal pripraviti ročice z različno dolgimi alkanskimi verigami med 
obema terminalnima skupinama, ki bi jih lahko uporabil za modifikacijo monolitskega nosilca. 
Odločil sem se za pripravo ročic brez vmesne alkilne verige (BA-NHS), s srednje dolgo (BA-
C3-NHS) in daljšo vmesno alkilno verigo (BA-C6-NHS).  
 







3 Rezultati in razprava 
 
V svoji diplomski nalogi opisujem sintezo heterobifunkcionalnih ročic, ki se med seboj 
razlikujejo v dolžini verige. Podobne ročice so pogosto uporabljene za vezavo proteinov v 
afinitetni kromatografiji, kjer NHS konec ročice reagira z aminsko skupino polimernega nosilca 
kolone, bromoacetilna skupina ročice pa s tiolno skupino proteinov.  
Želene ročice so bile pripravljene po modificiranih literaturnih postopkih. 
 
3.1. Sinteza BA-NHS 
 
Ročica je bila sintetizirana po modificiranem literaturnem postopku7 iz bromoocetne kisline in 
N-hidroksisukcinimida. Po literaturnem postopku so avtorji članka reakcijsko zmes pripravili v 
1,4-dioksanu, ki pa je kancerogeno topilo, ki lahko povzroči poškodbe dihal, jeter in ledvic.8 
Kot alternativno topilo za sintezo sem izbral THF, ki je varnejši in bolj dostopen.  
V reakcijsko zmes sem dodal v THFu raztopljen DCC. Ta je v reakciji služil kot aktivator 
karboksilne kisline. Sledila je reakcija hidroksilne skupine N-hidroksisukcinimida z aktivirano 
karboksilno kislino, pri tem sta nastala produkt ter dicikloheksilsečnina. 
 
 
Shema 5: Mehanizem delovanja DCCja. 
Dicikloheksilsečnina je slabo topna v THF. Nastalo belo suspenzijo sem filtriral in filtrat spral 
z nasičeno raztopino NaHCO3 in slanico, da bi se znebil presežka N-hidroksisukcinimida. 
Organski fazi sem po sušenju vakuumsko odstranil topilo in izoliral z dicikloheksilsečnino 
onesnažen produkt (~95 % čist). Onesnaženega produkta nisem čistil, vendar bi lahko skušal 
odstraniti dicikloheksilsečnino bodisi z izobarjanjem (je slabo topna v večini organskih topil) 




3.2. Sinteza BA-C3-NHS 
 
BA-C3-NHS je sem skušal pripraviti po modificiranem literaturnem postopku.10 Namesto 
NaOH sem v postopku uporabil KOH. Kot stranski produkt reakcije tako nastane KBr, ki ima 
manjšo topnost kot NaBr in se ga lahko preprosto odfiltrira. V literaturnem postopku so avtorji 
dodajali 2,5 ekvivalenta hidroksida postopoma, medtem ko sem sam celoten presežek KOH 
dodal že pred dodatkom bromoacetil bromida. S tem sem ves čas vzdrževal deprotonirano 
obliko aminokisline, da bi reakcija lahko potekla čim bolj kvantitativno.  
 
Shema 6: Deprotonirana oblika β-alanina ob dodatku KOH. 
 
 
Shema 7: Dvostopenjska sinteza BA - C3 - NHS. 
 
Sinteza BA-C3-NHS je uspela, kar je bilo razvidno iz 1H NMR spektra, a s slabim izkoristkom 
in veliko količino stranskega produkta (bromoetanojske kisline). Najverjetneje je potekla 
konkurenčna reakcija bazične hidrolize bromoacetil bromida.  
 
  





3.2.1 Čiščenje produkta 
 
Bromoetanojsko kislino sem skušal odstraniti na več načinov.  
Spojini sem skušal ločiti po literaturno opisanem postopku s prekristalizacijo iz vročega etil 
acetata z dodatkom heksana. Prekristalizacija ni bila uspešna, saj bromoetanojska kislina 
kokristalizira s produktom. 
Spojini sem skušal ločiti tudi s kolonsko kromatografijo. TLC analiza je pokazala, da je oba 
produkta mogoče ločiti, a mi to ni uspelo, saj se produkt ni eluiral s kolone. 
Nazadnje sem skušal bromoetanojsko kislino odstraniti z uparevanjem na vakuumski črpalki. 
Ločba ni bila uspešna, saj bromoetanojska kislina ni dovolj hlapna. 
Teoretično bi spojini lahko ločil z modifikacijo obeh karboksilnih skupin bromoetanojske 
kisline in N-(bromoactetil)-β-alanina z benzilno skupino, zaradi česar bi bilo čiščenje s 
kolonsko kromatografijo enostavnejše. Po izolaciji derivatiziranega produkta bi le-tega 
pretvoril v želeni produkt s katalitskim hidrogeniranjem, vendar pa bi ob tem najverjetneje 
odstranil tudi bromov atom. 
 






3.3. Sinteza BA-C6-NHS 
 
Intermediat N-(bromoacetil)-6-aminoheksanojsko kislino sem pripravil po modificiranem 
postopku9 za sintezo BA-C3-NHS in nadaljeval po modificiranem literaturnem postopku10 za 
pripravo BA-C6-NHS. 
 
Shema 10: Prva in druga stopnja sinteze BA-C6-NHS. 
 
N-(Bromoacetil)-6-aminoheksanojsko kislino sem skušal pripraviti podobno kot N-
(bromoacetil)-3-aminopropanojsko kislino. Na začetku sem dodal presežek KOH, da je prišlo 
do deprotonacije aminokisline, ki sem ji nato dodajal bromoacetil bromid. Poleg želenega 
produkta je nastala tudi bromoetanojska kislina. Produkt sem uspešno očistil s kolonsko 
kromatografijo (mobilna faza petrol eter/etil acetat = 1:2), produkt se eluira drugi. Po 
literaturnem postopku je sledila še kristalizacija iz zmesi THF-izopropanol, ki pa ni bila 
potrebna, saj je bil produkt po čiščenju s kolonsko kromatografijo čist. 
 





Drugo stopnjo reakcije sem skušal izvesti po modificiranem literaturnem postopku.10 Odločil 
sem se, da produkt pripravim na podoben način kot BA-NHS. Namesto acetonitrila, ki je bil 
uporabljen kot topilo v literaturnem postopku, sem uporabil THF, v katerem sem raztopil N-
(bromoacetil)heksanojsko kislino in ji nato počasi dodajal raztopino DCC v THF. Reakcijsko 
zmes sem mešal 1 h, a reakcija ni potekla. Razlog za to bi lahko bila relativno dolga veriga 
izhodne karboksilne kisline, ki je lahko zaradi zvitja verige sterično ovirana, zaradi česar pride 
do manjšega števila uspešnih trkov. Sintezo sem nato ponovil z daljšim časom mešanja (18 h). 
Reakcija je uspešno potekla. Avtorji postopka so končni produkt očistili s prekristalizacijo iz 
zmesi THF-izopropanol, sam pa sem se odločil za čiščenje s kolonsko kromatografijo (mobilna 
faza petroleter/etil acetat = 1:5). Produkt se je eluiral drugi. Izkoristek modificiranega postopka 







V svojem diplomskem delu sem opisal postopek sinteze treh ročic, ki bi se lahko uporabile za 
modifikacijo organskih polimernih nosilcev s stransko aminsko skupino. Postopka sintez 
najkrajše in najdaljše sta bila uspešna, produkta sta bila čista. Vmesnega produkta s srednje 





5 Eksperimentalni del 
 
5.1. Reagenti, topila in aparature 
 
Vse uporabljene kemikalije so bile pridobljene iz komercialnih virov (Fluka, Sigma Aldrich, 
Fluorochem). Topila so bila uporabljena brez predhodnega čiščenja, sušenja ali drugačnega 
načina predpriprave. 
NMR spektri so bili posneti s 500 MHz spektrometrom Bruker Avance III in s 300 MHz 
spektrometrom Bruker DPX. Kemijski premiki protonskih resonanc so podani glede na 
rezidualni signal TMS. Kemijski premiki (δ) so podani v ppm. Sklopitvene konstante (J) so 
podane v Hz. Sklopitveni vzorci so podani kot: s (singlet), t (triplet), q (kvartet), quint (kvintet), 
m (multiplet). 
Tališča so bila izmerjena s Koflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico Leica Galen III in 
niso korigirana.  
Za tankoplastno kromatografijo smo uporabljali TLC ploščice (Fluka Analytical) s 
silikagelskim matriksom na aluminijastih nosilcih, impregnirane s fluorescenčnim indikatorjem 
(λe = 254 nm). Opazovali smo jih pod UV-svetilko (CAMAG) pri valovnih dolžinah 254 nm in 
366 nm.   
Za preparativno kolonsko kromatografijo smo uporabljali silikagel (Fluka Silica gel 60, mesh 








V 50 mL bučko sem zatehtal bromoetanojsko kislino 1 (2.79 g, 20 mmol) in N-
hidroksisukcinimid 2 (2.43 g, 21 mmol) ter ju raztopil v THF (16 mL). Reakcijski zmesi sem 
ob mešanju počasi dodajal raztopino DCC (4.18 g, 20 mmol) v THF (30 mL). Po 1 h sem 
reakcijsko zmes filtriral, filtrat spral z nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (2 × 50 mL) in slanico 
(1 × 50 mL). Organsko fazo sem posušil z brezvodnim natrijevim sulfatom, suspenzijo filtriral 
in filtratu vakuumsko odstranil hlapne komponente. Izoliral sem trden produkt bele barve (m = 
1.836 g). 
 
m (produkt) = 1.836 g 
η = 39% 
Ttal.= 89.0–89.8 °C 
1H NMR (500 MHz, CDCl3), δ/ppm: 2.87 (s, 4H, CH2), 4.10 (s, 2H, CH2). Spektroskopski 
podatki se ujemajo z literaturnimi.7 
 








V 100 mL bučko sem zatehtal KOH (14.18 g, 250 mmol) in β-alanin 5 (8.91 g, 100 mmol) ter 
ju raztopil v dest. H2O (50 mL). Zmes sem ohladil na ledeni kopeli in ji ob mešanju počasi 
dodal bromoacetil bromid 4 (10 mL, 11 mmol). Po dodatku celotnega bromoacetil bromida sem 
reakcijsko zmes še 10 min mešal na ledeni kopeli, nato pa na sobni temperaturi. Po 1 h sem 
reakcijski zmesi dodal konc. raztopino HBr do pH~2. Reakcijski zmesi sem dodal dest. H2O 
(15 mL) in raztopino spral z zmesjo heksan/dietil eter = 1:1 (2 × 30 mL). Organsko fazo sem 
zavrgel, vodno fazo pa sem spral z dietil etrom (1 × 30 mL) in z zmesjo dietil eter/etil acetat = 
5:1 (8 × 30 mL). Vodno fazo sem zavrgel, organske faze pa sem združil. Združeno organsko 
fazo sem posušil z brezvodnim natrijevim sulfatom, jo filtriral in filtratu vakuumsko odstranil 
hlapne komponente. Izoliral sem surov oljnat produkt rumene barve (m = 8.660 g). Produkt sem 









V 100 mL bučko sem zatehtal KOH (2.586 g, 51.3 mmol) in 6-aminoheksanojsko kislino 7 
(2.586 g, 19.7 mmol) ter ju raztopil v dest. H2O (20 mL). Zmes sem ohladil na ledeni kopeli in 
ji ob mešanju počasi dodal bromoacetil bromid 4 (2.0 mL, 23.0 mmol). Po dodatku celotnega 
bromoacetil bromida sem reakcijsko zmes še 5 min mešal na ledeni kopeli, nato pa na sobni 
temperaturi. Po 3 h sem reakcijski zmesi dodal konc. HBr do pH~2. Reakcijski zmesi sem dodal 
dest. H2O (25 mL) in raztopino spral z dietil etrom (2 × 30 mL). Organsko fazo sem zavrgel, 
vodno fazo pa sem ekstrahiral z etil acetatom (3 × 40 mL). Vodno fazo sem zavrgel, organske 
faze pa sem združil. Združeno organsko fazo sem posušil z brezvodnim natrijevim sulfatom, jo 
filtriral in filtratu vakuumsko odstranil hlapne komponente. Zgoščen ostanek sem očistil s 
kolonsko kromatografijo (stacionarna faza silikagel, mobilna faza petroleter/etil acetat = 1:2). 
Produkt se eluira drugi. Frakcije, ki so vsebovale produkt, sem združil in hlapne komponente 
vakuumsko odstranil. Izoliral sem trden produkt bele barve (m = 1.140 g).  
 
m (produkt) = 1.140 g 
η = 23% 
1H NMR (500 MHz, CDCl3), δ/ppm: 1.40 (m, 2H, CH2), 1.58 (quint, J = 7.6 Hz, 2H, CH2), 
1.67 (quint, J = 7.3 Hz, 2H, CH2), 2.38 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH2), 3.30 (dd, J = 6.2; 7.1 Hz, 2H, 











V bučko s produktom 8 (1.140 g, 4.52 mmol) sem dodal N-hidroksisukcinimid 2 (627 mg, 5.49 
mmol) in zmes raztopil v THF (22 mL). Raztopini sem ob hlajenju na ledeni kopeli počasi dodal 
raztopino DCC (936 mg, 4.53 mmol) v THF (30 mL). Reakcijsko zmes sem mešal na ledeni 
kopelji 1 h, nato pa na sobni temperaturi čez noč. Po 16 h sem reakcijsko zmes filtriral in filtratu 
vakuumsko odstranil hlapne komponente. Oljnat rumen ostanek sem očistil s kolonsko 
kromatografijo (stacionarna faza silikagel, mobilna faza petroleter/etil acetat = 1:5). Produkt se 
eluira drugi. Frakcije, ki so vsebovale produkt, sem združil in hlapne komponente vakuumsko 
odstranil. Izločila se je bela oljnata snov, ki je na sobni temperaturi po 1 h popolnoma 
izkristalizirala v trden produkt bele barve (m = 1.07 g).  
 
m (produkt) = 1.07 g 
η = 68% 
Ttal. = 73.5–74 °C, (lit.
10 89–90 °C). 
1H NMR (500 MHz, CDCl3), δ/ppm: 1.48 (m, 2H, CH2), 1.59 (m, 2H, CH2), 1.78 (quint, J = 
7.2 Hz, 2H, CH2), 2.62 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2), 2.83 (s, 4H, CH2), 3.30 (q, J = 6.6; 6.7 Hz, 2H, 
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